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Résumé |

De riombreuses méthodes ont été établies pour quantifier et définir
la cinétique de dénitrification mais elles se sont toutes confrontées a
“la difficulté de doser I'azote de Tair (N2) qui est 1’element terminal
de la chaine de Payne (1973):

NO3 —» NOj = NO — N2O — Nz

L'utilisation de l'acétyléne a résolu ce probléme en permettant I'inhi-
bition de la réduction de 'oxyde nitreux (N2O) en N3, 'oxyde
nitreux étant facilement dosable par chromatographie gazeuse.

La technique utilisée lors de ce travail consiste & prélever un échan-
tillon de sol dans Fhorizon de surface. Aprés homogénéisation, il est
placé dans des fioles a pénicilline hermétiques de 120 ml. Une
préincubation de 50 h a 20-22°C sous anaérobiose engendre I'élimi-
nation des nitrates endogénes présents au départ dans le sol, ce qui
permet par la suite d’ajouter des quantités précises de nitrates en
vue deffectuer des bilans de transformation du NO3 en N20. Cette
préincubation est suivie d’une incubation sous air, en présence
d’acétyléne (10 % vol/vol), 4 20°C et a 100 % de saturation en eau.
Sous ces conditions, la production de N-N2O et la disparition de
N-NO 3 sont mesurées, permettant ainsi de quantifier les bilans de
transformation.

En reportant les résultats obtenus pour 1 ha de sol (pour les 20 pre-
miers cm), 12 kg d’azote sur les 20 présents au départ ont dénitrifié
sur une période de 5 jours. De plus, cette disparition suit une cinéti-
que a allure précise. Si ces estimations s’avéraient correspondre a la
réalité, les mécanismes en cause seraient alors de la plus grande
importance, tant pour I'agriculture en améliorant l'utilisation de
I'azote, que pour l'environnement et la pollution de Pair et de I'eau.

1. Introduction
La majeure partie des nitrates (NO3) Pre—
sents dans le sol provient essentiellement de

nitrique (NG), oxyde nitreux (N20), azote
(N7) par dénitrification, une faible partie
pouvant ére réduite en ammonium.

la matiére organique et des engrais azotés.
Les nitrates possédent plusieurs voies d'évo-
lugion:

a. 1ls sont assimilés par les plantes et les
micro-organismes en vue de la synthése pro-
wique; c'est la réduction assimilatrice.

b. Ils sont lessivés par les eaux de ruisselle-
ment et d'infiltration, du fait de leur grande
solubilité et de leur faible capacité 4 se fixer
sur le complexe argilo-humique. -

¢ Tls sont réduits en azote gazeux : oxyde
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L’ensemble de ces 2 phénoménes porte le
nom de réduction dissimilatrice. La dénicrifi-
cation recouvre en fait 2 processus:

¢ la dénitrification chimique, de faible impor-
tance, consiste en la réduction des nitrates
en azote gazeux par voie totalement chimi-
que (environnement réducteur, présence de
nitrites);

® la dénitrification biclogique, quant a elle,
permet cette réduction par lintermédiaire de
ia microflore dénitrifiante généralement libre,
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anaérobie faculiative et hétérotrophe. 11 faut
savoir quun examen de cette microflore a
permis 4 Payne (1973) de proposer le
schéma qui itlustre la dénitrification biologi-
que ‘sensu Sricio™

NO3 — NO3 = NO — NpO = N3

(+3) (+3 (+2) (+) @

Chaque étape s'effectue respectivement grice
3 l'action de la NOz-réductase, NOj-réduc-
tase, NO-réductase, N>O-réductase.

Cette réduction biologique est directement
influencée par la teneur et le type de matiére
organique, te pH, Loxygéne dissous, Uhumi-
dité, la température, la concentration en -
nitrates.

Les études quantitatives sur la dénitrification
ont eu un développement important au
cours de la demniére décennie. Elles ont pour
premier objectif de mieux apprécier les per-
tes d’azote par cette voie. Le second objectif
est d’affiner les connaissances sur Pécologie
de cette transformation afin de tenter d'en
prévoir Pévolution, voire méme de la maitri-
ser, que ce soit pour mieux utiliser les
engrais, éliminer jes nitrates en excés dans
les sols ou pour réduire la pollution atmos-
phérique par les oxydes d'azote gazeux.

En dépit de ces recherches et de la connais-
sance historique du processus de dénitrifica-
tion (Dehérain ‘et Maquenne, 1882), les pro-
priétés cinétiques et quantitatives sont
encore a ce jeur au stade embryonnaire. 11
paraissait dés lors primordial de mettre au
point une méthode de quantification au
laboratoire avec I'avantage de maftriser les
parameétres limitants tout en sachant que ces
mesures ne représentent que des observa-
tions d'activités potentielles. La technique
utilisée est basée sur la découverte de Fédé-
rova et al. (1973) qui a montré Finhibition
de la réduction du NoO en Ny par Tacéty-
lene. Dans la mesure odl l'on peut admettre
que la dénitrification biologique se fait selon
le schéma classique de Payne, on dispose
alors d'un moyen pour mesurer Factivité des
micro-organismes par le fait que le N3O est
plus facilement dosable par chromatographie
que le Ny, principal constituant de Tair.
Cette technique est valable pour autant que
le blocage au stade NoO soit complet et que
les réactions amenant la formation de NyO
ne soient pas perturbées par la présence de
Tacétyléne. Plusieurs auteurs ont travaillé
dans ce sens mais leurs conclusions ne sont
pas toujours concordantes. Ces mémes
auteurs ont pu montrer que Iinhibition de la
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NpO-réductase est plus ou moins compléte
suivant qu'on opére sous gaz inerte ou sous
air ambiant et suivant les concentrations en
acétyléne et en nitrates utilisés.

Enfin, I'acétylére posséde sur la microflore
du sol d'autres effets tels que Pinhibition de
la nitrification. Dans les mesures de bilan de
transformation NO3 — N3O, cette propriété
va également tre utilisée car elle permet de
ne pas modifier la quantité initiale de nitra-
tes présente dans le sol, ce qui ne serait pas
le cas si la nitrification n'était pas stoppée.

2. Matériel et méthode

2.1. Principales caractéristiques du sof
utilisé

Le sol (tableau 1) est prélevé dans lhorizon
de surface (0-20 cm).

2.2, Méthode

Une quantité de sol frais connue (18 g) est
placée dans des fioles a pénicilline herméti-
ques de 120 ml de volume. L'ensemble de
ces fioles vont subir deux grands types
dopération. '

2.2.1. Préincubation

L'objectif de la préincubation est d'arriver &
produire un sol exempt en NO3. Ceci est
réalisé en utilisant de l'acétyléne daris des
conditions favorisant la dénitrification.

Le role de lacétyléne lors de la préincuba-
tion consiste & bloquer la nitrification et
donc 4 empécher toute production de NO3.
Quant aux nitrates présents au départ dans
le sol, ils sont dénitrifiés en travailiant sous
anaérobiose grice & un dégazage des fioles
par un flux de No.

Conditions de préincubation
- dégazage des fioles contenant le sol avec
un flux de Ny pendant 15 minutes;

Tableau 1 Caractéristiques physico-chimiques

dn sol
Corg (% MS) 20
Ng 1% MS) 0.4
C/N 5,0
Mat. org. (%) - 36
Argiles (%) 5.4
Limons fins (%) 14,1
Limons grossiers (%) 14,4
Sables fins (%) 57,0
Sables grossiers (%) 9,1
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- extraction de 10 ml d’air & Vintérieur de la
fiole étanche (seringue a gaz);

- ajout de 10 mi de C5Hy (seringue & gaz});

- préincubation de 50 h a 20-22°C.

2.2.2. Incubation

La préincubation terminée, il est dés lors
possible d’ajouter des concentrations con-
nues en NOJ et d'effectuer des bilans de

transformation NO3 — N3O de maniére pré-

cise puisque l'acétyléne empéche toute pro-
duction de NO3 par nitrification et inhibe la
N2 O-réductase.

Lintroduction d'une quantité connue de
nitrates s'effectue aprés avoir laissé les fioles
ouvertes pendant 120 minutes pour le
renouvellement de leur atmosphere.

Conditions d’incubation

- spus air; :

- une concentration en acétyléne de 10,4 %
(vol/vol); la quantité de CoHy ajoutée
étant substituée 4 la méme quantité dair

- température d'incubation entre 20 et 22°C;

- 100 % de saturation en eau du sol;

- agitation pendant 1 heure pour une meil-
leure diffusion de l'acétyléne.

Dans ces conditions, il n'existe pas de lessi-

vage de NO3 ni dassimilation végétale.

L'assimilation microbienne et la dénitrifica-

don chimique peuvent étre considérées

comme négligeables. La principale voie
d’évolution des NO3 est donc la dénitrifica-
tion biologique.

2.3. Dosage

2.3.1. Dosage du NpO

Les prélevements de gaz pour dosage sont
effectués grace a des tubes ‘Venoject’ sous
vide (7 ml) utilisés comme support matériel
lors de prise de sang. Cette technigue s'avére
bien adaptée pour I'étude de la cinétique de
production du N7O. Les échantillons gazeux
prélevés grice A ces tubes Venoject dans les
fioles a pénicilline sont dosés par chromato-
graphie en phase gazeuse en vue de détermi-
ner la teneur en NO.

L'oxyde nitreux est dosé & V'aide d'un chro-
matographe HP 3880 A équipé d’un détec-
teur & capture d’électrons (ECD) 4 Ni63. La
séparation du NO et de Pair est effectuée
sur une celonne en nickel de 3 m de long et
de 3,2 mm de diamétre intérieur, remplie de
‘Spherocard’ (80/100 mesh). Le Spherocard
joue le réle de tamis moléculaire de haute
pureté. Les conditions de fonctionnement
sont les suivantes : gaz vecteur = Nj, débit
= 30 ml/min, températures de linjecteur, du
four, du détecteur : 130° C, 130° C, 320°C.
Volume injecté d’échantillon = 30 ml.
Moyen d'injection : seringue 4 gaz.

Les résultats de V'analyse quantitarive sont
tributaires de nombreux parameétres, en parti-
culier de la qualité des étalons. lls sont
fabriqués par injection d'un volume connu
de N7 dans un récipient physiquement et
chimiquement inerte, le tout étant agité par
une puce magnétique. En effectuant plusieurs

Tablean 2 Cinétique de production de N3O et de disparition de NO3

Heures kg N-NO3 | kg N-(NO3+| Coel. kg N-N;O kg N-N;O Rendement
initial/ha NO3Z} variation dégagés sous | solubilisés/ | opératoire
restant par forme ga- ha (%)
ha zeuse/ha
0 209 20,9 0,00 0,00 0,00 100.0
1 209 14,3 0,02 0,00 0,00 68,3
2 209 14,1 0,04 0035 0,0014 677
3 209 12,8 0,07 0,05 00016 66,1
4 209 139 0,09 002 0,0005 66,8
20 209 10,9 0,00 6,00 0,18 81,8
30 209 42 0,02 6,90 0,20 538
47 209 1,8 0,10 7,20 0,21 44,0
57 20,8 L0 0.07 9,40 0,28 51,2
70 20,9 09 0,06 10,50 ¢3! 55,8
¢ 208 30 0.00 9,50 0,28 61,1
120 209 2.2, t,06 10,80 0,32 63,5
140 209 0,2 0,02 12,20 0,36 61,2
238 208 1,7 0,05 5,80 0,17 36,7
640
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tois cette opération pour des concentrations
differentes, on obtient une droite d’étaion-
nage qui sert de base & Tensemble des
mesures.

Lensemble des dosages ont été effectués en
collaboration avec le département “Traite-
ment des eaux et pollution’ de PULB.

2.3.2. Dosage des nitrates

Lextraction des nitrates du sol est réalisée
par adjenction de 100 ml d'une solution de
KCl 0,5 N 4 18 g de sol, Ie tout étant agité
et laissé décanter 3 h avant dosage. La
méthode de dosage des NO3 est basée sur le
principe du flux continu et I'appareillage de
base est l'autoanalyser ‘technicon’.

Les mitrates sont réduits en nitrites, lesquels
réagissent en milien acide avec la sulfanila-
mide et forment un complexe de diazotation
qui, couplé avec le chlorydrate de N-1-
naphtyléthylene - diamine, produit une colo-
ration pourpre dosé a 550 nm de longueur
d'onde.Cette technique dose sirultanément
les nitrates et les nitrites (NO3 + NO32).

3. Résultats et discussions
3.1. Vérification de I’éliminarion des nitra-

tes endogenes lors de la préincubation
Une durée dincubation de 50 h & tempéra-

ture ambiante est nécessaire pour éliminer
les nitrates initiaux, cette constatation ayant
été vérifiée aussi bien pour une concentra-
tion initiale en N - NO3 de 0,02 mg/1, que
de 2,36 mg/l.

3.2. Cinétique de production de Poxyde
nitrenx et disparition des nitrates
Cette étude s'est effectuée pour une concen-
tration initiale en nitrates de 20,9 kg N -
NO3 par ha observée dans les 20 premiers
cm du sol. Le tableau 2 donne le rendement
opératoire calculé par
E = A+(C+D) x 100

B
avec:
A = kg/ha N - (NO3 + NO3J) restant;
B = kg/ha N - NO3 initiaux;
C = kg/ha N - NpO dégagés sous forme
gazeuse;
D = kg/ha N - NpO solubilisés, calculés par
la loi d'Henry,
E = rendement opératoire exprimé en %.
Rappelons que Vensemble des expériences a
¢té faite avec des fioles contenant 18 g de
sol. Les résultats ont été ensuite exprimeés en
kg/ha.
Lensemble des résultats du tableau 2 corres-
pond 4 une moyenne effectuée sur 4 échan-

Figure 1

251

1 Production de N-NyO (kg/ha)

20 1

Cinétique de production de N-N3O et de disparition de N-NO3

r25
Disparition de N-NO3 (kg/ha) |

- 20

Temps de réaction (h)

- N-NpO tot

-+ NNO3
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tillons pour les nitrates et sur 8 pour le
N;0.

3.2.1. Cinétique de disparition des nitrates
(figure 1)

Lors de la premiere heure d'incubation, 32 %
des nitrates ajoutés ont disparu. Cette forte
diminution, appelée flusk respiratoire, s’expli-
que par le fait que Tapport de nitrates sti-
mule Pactivité des micro-organismes dénitri-
fiants qui ont d0 subir une phase de carence
lors de la préincubation. De fait, une expé-
rience a permis de montrer que le flush res-
pirataire wétait présent que si on faisait pré-
céder l'incubation d'une préincubation. Ce
flush respiratoire est suivi d'une phase de
latenice (2 4 7 h) correspondant & une phase
d’adaptation des micro-organismes au milieu.
Entre 7 et 70 h, la cinétique suit une loi de
décroissance du ler ordre.

Entre 70 et 90 h, on constate une produc-
tion de NO3 accompagnée simultanément
d'une diminution de la teneur en N2O.

Vu les coefficients de variation trés faibles,
0,06 pour 70 h et O pour 90 h, lerreur expé-
rimentale est donc & écarter.

1a production de nitrates et la diminution
de la teneur en NoO étant dues probable-
ment & une levée de l'inhibition de la nitrifi-
cation et de la N2O-réductase par l'acéryléne.
Quel est le processus mis en jeu et pourquoi
y a-t-il levée de cette inhibition, sont deux
questions auxquelles il est difficile de répon-
dre aver les éléments dont on dispose. La
variation d'un facteur limitant est un élément
4 ne pas écarter,

3.2.2. Cinétique de production du N0
(figure 1)

Une courte phase de latence apparait entre 0
et 4 h 2 laquelle on peut donmner plusieurs
interprétations:

- temps nécessaire 4 Uépuisement de l'oxy-
géne dissous;

- remise en état fonctonnel des micro-
organismes dénitrifiants aprés une période
de carence en nifrates, ce qui correspond a
une adaptatien de la microflore dénitrifiantce
a son miliey;

* - réalisation des états intermédiaires entre la
réduction des nitrates et la production de
N7 O, :

- durée nécessaire pour inhiber ta NpO-
réductase. Cette hypothése est peu probable,
selon Ryden (1979) car l'inhibition de la
NpO-réductase s'effectue entre 15 et 30
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minutes maximum.

Une comparaison avec la cinétique de dispa-
rition des NO3 permet de montrer que le
flush respiratoire de la premiére heure n'est
accompagné d’aucune production de N2O.
On ignore sous quelle forme les nitrates ont
éré réduirs.

En considérant le schéma de Payne NO3

'NO3 —~ NO — N0 (la réduction du NpO
‘en Ny étant inhibé par l'acétyléne) les seuls

intermédiaires de réduction possibles sont
les nitrites et oxyde nitrique. Un dosage des
nitrites seuls aprés | heure d'incubation a pu
montrer que la teneur était nulle. Le seul
intermédiaire de reduction possible n’est
autre que Poxyde nitrique. Pourtant aucun
chromatogramime ne renseigne la production
de ce composé, ceci pouvant sexpliquer par
le fait que les conditions expérimentales
chromatographiques ne soient pas appro-
priées au dosage du NO. De plus l'oxyde
nitrique s'oxyde en présence de l'air donnant
lieu aux réactions suivantes:

INO + Oy — NOj

NO + N30 < N;O3

La phase de latence est suivie d'une phase
linéaire (4 4 20 h) couramment observée
pour la dénitrification (Nommick, 1956,
Bremmer, 1958, Germon, 1980). Elle peut
sexpliquer par le fait que I'azote apporté se
répartit dans 1é sol des fioles; les micro-
organismes dénitrifiants disposent alors d’'un
substrat respiratoire et peuvent synthétiser
les différents enzymes de la dénitrification :
ils produisent de l'oxyde nitreux.

Entre 20 et 47 h, la production est ralentie.
La vitesse de dénitrification semble limitée
par une enzyme dont la synthése et/ou
Tactivité seraient stoppées ou ralenties.
Cette phase est confirmée pour différentes
concentrations en nitrates (tableau 3).

Tableau 3 Quantité de N-N7O produits aprés
45 h dincabadon pour différentes
concentrations initiales ’

kg N-NO73 initiaux kg N-N30O produits

par ha aprés 45 h d'incubation
par ha

1670 113
1250 10,1
620 - 9,1
250 9,6
100 9.4
21 8.5
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Comme le montrent ces résultats, une forte
variation de concentration en nitrates
n'engendre qu'une trés faible variation de
production de N3O aprés 45 h.

Aprés cette période, les courbes de produc-
tion N3O et de disparition de NO3 montrent
une allure symétrique. Entre 70 et 90 h, au
moment méme ol nous observons une pro-
duction de NO3, il y a une diminution de fa
teneur en N2Q. Vient ensuite une nouvelle
phase de production de Ny entre 90 et
150 h, production proportionnelle 4 la dis-
parition nitrique. Enfin au-dela de 150 h, ce
qui peut étre appelé une ‘phase de déclin’
est mesurée. Elle s'explique par le fait que
les micro-organismes s’adaptent a l'acétyléne;
l'inhibition de la NzO-réductase est done
progressivernent levée.

Elie peut aussi provenir de I'épuisement du
carbone assimilable par les micro-organismes
déniwifiants. Cette derniére phase est confir-
mée par une augmentation de la teneur en
NO3 pendant la méme période.

3.3. Défauts de bilans

Des défauts de bilans de T'ordre de 20 a

40 % apparaissent.

Ces écarts peuvent avoir plusieurs origines:

- une réduction dissimilatrice des nitrates en
ions ammonium.

Ce processus est difficile a chiffrer car
aucune mesure n'a été effectuée dans ce
sens. Les études dans ce domaine sont rares
et peu concluantes.

- une mauvaise inhibition de la NoO-réductase.
Elle peut 2tre due 3 vne mauvaise diffusion
de Tacétyléne dans le sol. Chaque fiole est
pourtant agitée pour favoriser cette diffusion,
mais le systéme d'agitation a la conséquence
de rendre le sol extrémement compact vu la
forte teneur en eau (100 % de degré de satu-
ration). Dans ce cas, la diffusion de l'acéty-
léne au niveau de la solution du sol est
réduite.

Elle peut aussi provenir de I'adaptation des
micro-organismes dénitrifiants a la présence

d'acétyléne, son pouvoir inhibiteur perdant
de ce fait de Iimportance.

La démiére hypothése, souvent proposée par
la littérature, est le role de lacétyléne
comme source carbonée pour les micro-
organismes. Dés lors, la concentration en
C5H3 dans le miliew diminue, ce qui engen-
dre une levée de I'inhibition de la N3O-
réductase. Cette hypothése parait peu proba-
ble vu les fortes teneurs en CoHy (10,4 %
V/V) utilisées. .

- I est possible qu'une partie de Uoxyde nitri-
que produit ne soit pas réduite en NoO.

I y aurait donc dégagement d’oxyde nitrique
non détecté par chromatographie gazeuse.
NO3 = NOp = NO3 {f, = N20 )

- Pertes au niveau des septums des fioles @
pénicilline.

Des essais sur de longues durées ont été effec-
tués par dosage chromatographique. Les pertes,

Tablean 4 Influence du degré de saturation

en eau sur la production de N-NO

Degré de satu- | Incubation kg N-N30 ga-
ration (%) (jours) zeux (par ha)
18 1 —
2 0,038
48 1 0,057
2 - 0,057
78 1 0,246
2 0,264
100 1 5,176
2 10,610
Tablean 5 Effet de la température sur la déni-
trification
Température kg N-N9C produit aprés
(°C+1°C) 30 h d'incubation
peur 1 ha
4 0,09
15 7.01
20-22 7.32
37 11,33
47 10,2¢

Tableau 6 Evoluton de l'azote nitrique résiduel, de 'N-N3O produit et du rendement opératoire
aprés 150 heures dincubation et une concentration initiale de 104 kg/ha de N-NOJ

sans CoH3 10 % CoHa ] 20 % CoH3
N-(NO3 + NOYrésiduel (kg/ha) 87,5 705 47,2
N-N2O dégagé et solubilisé (kg/ha) 4.9 10,4 21,6
Rendement opératoire 88,4 773 65,7
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il y en avait, éaient inférieures 4 3 %.

Les pertes au niveau des tubes ‘Venoject’
'pour une incubation de 10 jours sent en
moyenne de 15 % avec de trés grands écars
autour de cette valeur (entre 5 et 44 %)
Pour limiter les pertes, les tubes ont été pla-
cés sous eau. Cette technique a réduit les
pertes moyennes a 5 %.

1l est & noté que l'ensemble des rendements
opératoires sont augmentés de 31 % si le
flush respiratoire est écarté. Ce flush est un
processus ‘artificiel’ causé par la préincuba-
tion.

3.4. Mise en évidence de facteurs limitant
la dénitrification

3.4.1. Degré de saturation en eau du sol
I} faut gue la teneur en eau du soi dépasse
une certaine valeur pour que la dénitrifica-
tion puisse seffectuer. Nous avons donc étu-
dié la production du NO 2 diftérentes
humidités du sel.
Le degré de saturation en eau d'un sol est
par définition:
8= % -On

8; - By
avec: 8¢ = degré de saruration maximum;
@n = degré de saturation aprés séchage;
8, — degré de saturation de l'echantillon.
Comme le confirment les résultats du
tableaun 4, la présence d’eau dans le sol est
prirmmordiale pour la déniwification biologi-
que.
Ces résuliats différent légérement de ceux de
Nommick (1956) qui considere qu’il n'y a pas
de production d’azote gazeux en-dessous de
80 % de saturation en eau {expérience réalisée
sans acétylene avec N13). Cente différence peut

sexpliquer par Uexistence de microsites anaéro-

biques dans les sols non saturés en eau et qui
restent favorables 4 la dénitrification. De plus il
semblerait que la présence d’acétylene contribue
aussi ¢ augmenter artificiellement Vimportance
de ces microsites.

3.4.2. Température

La production de NpO est directement liée a
ia température, la tempérarure affectant le
niveau de tous les processus vitaux des bac-
téries (tableau 5). .

1l faut noter que pour une température de
4°C, tous les échantillons (8) ont dénitrifié.

Commme le montrent les résultats, la gamme
de températures est extrémement large ce
qui permet de classer les bactéries dénitri-
fiantes 2 la fois dans les mésophiles,
psychrophiles et thermophiles.

la littérature est assez partagée sur le mini-
mum de température pour les dénitrifiants. [i
semble étre compris entre 0 et 4°C.

" 3.4.3. Influence de l'acétyléne sur les bilans de

transformation

En appliquant la technique décrite aupara-
vant pour différentes concentrations en
acéryléne, il a été possible de montrer que
(tableav 6):

1. La présence d'acérylene stimmule la dispari-
tion des nitrates. Ces résultars sont en
accord avec ceux de Germoen (1980), mais
en contradiction avec ceux de Ryden (1979)
qui consideére que Tacétyléne n'a pas deffet
sur la réduction des nitrates.

2. La production de N>Q semble ére pro-
portionnelle 4 la concentration en acétyléne.
3. 11 apparait une opposirion dans nos résul-
tats : augmentation de la quantité de NoO
produit et diminution du rendement opéra-
toire; ceci pouvant s'expliquer par deux pro-
Cessus:

- il est clair que acétyléne favorise la dispa-
ritions des nitrates, ce qui signifie que la
teneur en nitrates 4 l'intérieur des fioles
diminue. Cette diminution ayant une
influence directe sur la NyO-réductase. En
effet, selon Blackmer (1978), pour de faibles
concentrations en NO3, on observe un effet
stimulateur important des NO3 sur lactivité
de la Nj-réductase. Cet effet est expliqué par
la stimulation de la synthése de cette
enzyme dés qu'en se wouve 4 de faibles con-
centrations en NO3.

L'augmentation de la concentration en acéty-
lene favorisant linhibition et la diminution
de la teneur en nitrates défavorisant cette
inhibition sont deux processus imbriqués a
effet contraire.

- certe expérience s'étant déroulée sur une
incubation de 150 b, il est fort possible que
le phénoméne d’adaptation de Ia N2O-
réductase a lacéryléne intervienne de fagon
non négligeable, ce qui signifierait que le
N3O produit serait de plus en plus réduit en
Nz {non dosé).
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Conclusion

Cette méthode, mise au point lors de ce travail, s'avére trés intéres-
sante pour comprendre le phénoméne de dénitrification et pour
quantifier les pertes d’azote par cette voie. Elle a permis de mettre
en évidence que:

- le matériel des fioles a péniciliine (120 ml) et des tubes Vénoject’
s’avére bien adapté a I'étude des cinétiques de dénitrification;

- la préincubation de 50 h en anaérobiose entraine la disparition des
nitrates endogénes qui pourraient perturber le bilan;

- la technique des dosages simultanés des nitrates et du N2O en vue
des bilans de transformation indique que la méthode permet de sui-
vre des cinétiques de longue durée (10 jours) et que l'inhibition de
la NpO-éductase est pratiquement compléte (en ne considérant pas
le flush respiratoire qui apparait comme un phénomeéne artificiel
causé par la préincubation). 1l est intéressant de noter qu'aucune des
deux cinétiques ne suit une allure linéaire mais une cinétique 2 plu-
sieurs phases. De plus, ces résultats permettent de considérer que la
dénitrification est le phénomeéne dominant dans la réduction dissi-
milatrice des nitrates;

- la présence d'acétyléne stimule la dénitrification et cela d’autant
plus que la concentration en acétyléne est forte. De plus, la diminu-
tion de Veffet inhibiteur de l'acétyléne sur la NpO-réductase aprés

1 semaine d'incubation a pu étre mise en évidence.

Bien que cette technique ouvre des perspectives intéressantes pour
les recherches sur la dénitrification, ces deux constatations montrent
deux aspects négatifs de la méthode. Il parait donc nécessaire de
poursuivre les recherches au niveau de linfluence de P'acétyléne sur
I'ensemble de la microflore du sol et de déterminer précisément les
conditions pour que cette utilisation ne pose probléme;

- les effets de la température et de 'humidité ont été clairement
identifiés et sont en accord avec les recherches antérieures effectuées
par de nombreux chercheurs.

Depuis la découverte par Fédérova (1973) de Tinhibition de la N2O-
réductase par l'acétyléne, le probléme du dosage du Ny (principal
constituant de l'air) a semblé étre résolu puisque le N2O est facile-
ment dosable par chromatographie. Mais de nombreuses recherches
ont pu montrer que le blocage de la réduction N2O — N3 était trés
ambigu (problématique) et que l'acétyléne avait des effets secondai-
res génants tels que 'accélération, le ralentissement de phénoménes
microbiologiques et la formation de microsites anaérobiques. Il est
donc certain que cette technique est loin d’étre totalement maitrisée
pour l'utiliser comme méthode de routine. Pourtant son faible coiit
et sa simplicité d'utilisation sont des avantages importants devant la
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technique du bilan 15N (isotope stable de l'azote). L'utilisation du
marquage isotopique, en permettant de mieux suivre I'évolution de
'azote tant dans le sol que dans les végétaux et 'atmosphére, permet
une meilleure précision dans les bilans. Mais l'utilisation des isoto-
pes stables cofite cher et les moyens & mettre en ceuvre sont impor-
tants. Il serait donc intéressant de poursuivre les recherches au
niveau de Pinhibition de la NpO-réductase par des inhibiteurs plus
spécifiques et moins perturbdteurs que l'acétyléne.

Dans un article de 1955, Allison concluait : ‘Bien que les principaux
mécanismes de perte d’azote soient connus, les études quantitatives res-
tent certainement inadaptées’. Méme si cet article a plus de 30 ans, il
est a I'heure actuelle trés difficile d’établir des bilans azotés corrects

dans un sol.
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Samenvatting

Bepaling van de potentiéle biologische denitrifikatie in gronden met behulp van acetyleen

Talrijke methoden werden ontwikkeld om de
denitrifikatiekinetiek te bepalen en te kwan--
tificeren, maar men werd tot nu toe telkens
gekonfronteerd met de moeilijkheid om
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stikstof (N7) als eindelement van de Payne
ketting (1973) in de lucht te doseren:
NO3 = NO3 = NO — N30 — Np

Door het gebruik van acetyleen wordt het
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mogelijk de reduktie van distikstofoxide
(lachgas N70) in Nz te voorkomen, en deze
N0 kan gemakkelijk via gaschromatografie
gedoseerd worden.

Deze techniek bestaat uit het nemen van een
opperviakte grondstaal (Ao horizont). Na ho-
mogenisatie wordt dit staal in hermetisch
gesloten penicilline flesjes van 120 ml ge-
plaatst. Een pre-incubatie van 50 uren op
20-22°C onder anagrobe omstandigheden
veroorzaakt de eliminatie van de endogene
nitraten oorspronkelijk aanwezig in de
grond, wat nadien de toevoeging van welbe-
paalde hoeveelheden nitraten toelaat, om de
omzettingsbalans van NO3 in N0 uit te
voeren. Nadien volgt een aérobe incubatie in
aanwezigheid van acetyleen (10 % vol/vol)

op 20°C in 100 % warterverzadiging. Onder
die voorwaarden wordt de N-N7C produktie
en het verwijderen van N-NO3 gemeten, wat
de bepaling van de omzettingsbalans roelaat.
Uit de extrapolatie van de bekomen resulta-
ten 1ot 1 ha grond (laag 0 - 20 em) blijkt
dat 12 van de 20 kg stikstof die oorspronke-
lijk voorhanden waren, werden gedenirrifi-
ceerd in 5 dagen . Daarenboven volgt dit
proces een welbepaalde kinetiek.

Indien deze schartingen overeenkomen met
de werkelijkheid, zouden de beschouwde
mechanismen van het grootste belang zijn,
zowel voor de landbouw {verbetering van de
stikstofbenuttiging) als voor het leefmilieu en
de lucht- en waterverontreiniging.

Summary

Estimation of potential bmlog(ca! denitrification by means of acetylen

Numerous methods to quantify and define
kinetics of denitrification have been establis-
hed, but they all have been confronted with
the N9-measure, because N is both the final
Payne chain component and the air nitro-
gern:

NO3 — NO3 — NO — NpO — Np
Acetylen use gives a solution to this prablem
by inhibiting the N2O -> N reaction, NzO
being easily dosed by gaseous chromatogra-
phy.

An homogenised soil sample of the surface
horizon (20 cm) is put into a 120 ml penici-
lin bottle. In the first step, soil is placed un-
der anaerobic conditions during 30 hours at
20-22°C to get 1id of the nitrate which is
naturally present in the soil. This first step
called ‘preincubation’ allows afterwards to

work with definite quantities of nitrate in or-
der to quantify the transformation balance of
NO3 to N7O. The second step called ‘incu-
bation’ occurs under air with 10 % vol/vol
acetylen at 20-22°C and 100 % water satu-
ration.

Under these conditions, N-N2O production
and N-NO3 disappearance are measured and
the transformation rate isolated.

The results of this experiment, extrapolated
to a surface of 1 ha, show that 12 of the 20
kg of N-NO3 present in the soil are denitri-
fied after 5 days. Supposing this estimation
approaches reality, denitrification would be
of the upmost importance even for agricultu-
re (nitrogen use) as for environment (regar-
ding air and water poliution).

Zusammenfassung

Messung der potentielle biologischen Denitrifikation bei Anwendung des Acetylens

Zahlreiche Methoden wurden entwickelt, um
die Kinetik der Denitrifikation zu quantifizie-
ren und genau zu heschreiben. Jedoch stos-
sen samtliche Methoden auf das Problem der
Bestimmung des Stickstoffsgehaltes der Luft;
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der Stickstoff ist das Endglied der Keue von
Payne (1973):

NO3 — NOj = NO — NyO — N

Die Anwendung des Acetylens hat das Pro-
blem geldst, indem es die Reduktion des
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N20 zu elementarem Stickstoff (N3) verhin-
dert. Das N3O kann leicht mit Hilfe der
Gaschromatographie gemessen werden.

Die in dieser Arbeit angewandte Technik
_besteht darin, eine Bodenprobe aus dem
Oberflachehorizont zu entnehmen.

Nach der Homogeneisierung wird die Probe
in einen hermetisch géschlossenen 120 ml
Behilter mit Penicilin dberfithrt. Eine Vorin-
kubation ven 50 Stunden bei 20-20°C unter
Anaercbiose bedingt die Entfernung der Ni-
trate, welche anfinglich im Boden waren.
Dies ermdglicht es spéter, eine genauve Nitrat-
quantitis zuzufiigen, um die Umwandlungs-
‘bilanz des NO3 zu N7O zu bestimmen. Anf
dieser Vorinkubation folgt eine Inknbation
unter Luftbedingungen mit Vorkommen Ace-
tylens {10 %) auf 20°C und mit 100 %
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Wassersitigung. Unter diesen Bedingungen
werden die Produktion von N-NpO und der
Abbau von N-NO3 gemessen, welche die
Quantifizierung der Umwandlungsbilanz er-
moglichen.

Die auf eine Fliche von 1 ha (fir die oberen
20 ¢m) Dbertragenen Ergebnisse ergeben,
dass von den anfanglich vorhandenen 20 kg
Stickstoff, in 5 Tagen 12 kg denitrifiziert

- werden. Desweiteren folgt der Abbau einer

ganz bestimmten Kinetik.

Falls diese Schitzungen der Wirklichkeit
entsprechen, wiren die besprochenen Me-
chanismen demnach von grosser Bedeutung,
sowohl fiir die Landwirtschaft (Verbesserung
der Stickstoffbewertung) als auch fir die
Umwelt (hinsichtlich Wasser- und Luft-
verschmutzung).
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